"IMP E m 学 dE 
78 4278 第 3 期 k Vol.42, No.3 
1999 £8 H ACTA ENTOMOLOGICA SINICA Aug.» 1999 


7k E PE y Bs Rig S fur ES DA] AAPA 
种 群 中 的 频率 分 布 * 


Ted 陈 R 陆 绍 红 
(浙江 省 医学 科学 院 寄 生 虫 病 研究 所 ， 杭 州 、310013》 
徐 建 农 


(第 二 军医 大 学 寄生 虫 学 教研 室 ， 上 海 ”200433) 


摘要 — 酯 酶 基因 扩 增 所 产生 的 酯 酶 活性 升 高 是 库 蚊 Culex pipiens 对 有 机 磷 杀 虫 剂 抗 性 的 主要 机 理 
之 一 。 及 用 分 子 杂交 技术 和 限制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 (RFLP) 分 析 ， 已 鉴定 出 多 种 酯 酶 等 位 基 
因 类 型 。 该 文通 过 酯 酶 基因 特异 性 片段 的 PCR 扩 增 及 扩 增 片段 的 酶 切片 段 分 析 ， 对 淡色 库 蚁 
Culex pipiens pallens 四 种 有 机 磷 抗 性 品系 的 酯 酶 等 位 基因 进行 分 型 ， 并 测定 分 析 自 然 种群 中 不 同 
酶 型 的 频率 分 布 。 研 究 结 果 表 明 : PCR 分 型 方法 具有 人 快速、 准确 的 特点 。 不 同 的 有 机 磷 杀 虫 剂 对 
酯 酶 等 位 基因 具有 明显 的 选择 作用 。 双 令 磅 品系 为 Bi; 83. SAA BARA BB: Saat 
EMRAN B 型 和 B/B 杂 合 型 。 不 同 地 区 采集 的 种 群 表现 出 不 同 的 酶 型 频率 分 布 。 该 文 就 杀 虫 剂 
对 酯 酶 等 位 基因 选择 作用 及 自然 种 群 的 酶 型 频率 分 布 进行 了 讨论 。 





天 键 词 AHB, PiE, REER, MEEN, PCR 分 型 


在 尖 音 库 蚁 复合 种 群 Culex pipiens complex P, AXR RKS (AFB 活性 的 升 高 是 
其 对 有 机 磷 杀 上 虫 剂 产生 抗 性 的 最 常见 机 理 ， 而 醋 酶 活性 升 高 是 由 其 结构 基因 扩 增 造成 的 [11。 
至 今 在 世界 范围 内 已 从 尖 音 库 蚊 的 自然 种 群 中 鉴定 出 Al Bo A/B A/B r A/B- B, 和 
B, 等 高 活性 的 酯 酶 类 群 2~5]。 不 同 的 醋 酶 类 型 表现 出 不 同 的 地 理 分 布 !245~10]。 此 外 ,不同 
醋 酶 对 不 同 有 机 磷 杀 上 忠 剂 的 抗 性 水 平 有 一 定 的 差异 1!1j， 并 且 不 同 种 类 的 有 机 磷 杀 上 忠 剂 会 引起 
种 群 中 不 同 高 活性 酯 酶 频率 的 改变 [2-141。 自 然 种 群 中 蚊虫 高 活性 酯 酶 的 鉴定 多 采用 酯 酶 电 
泳 方法 ， 实 验 室 的 鉴定 多 采用 酯 酶 基因 特异 性 探 针 杂 交 方 法 和 限制 性 内 切 酶 酶 切片 段 长 度 多 
E (RFLP) 方法 310]。 本 文通 过 4 PARRA BH MAR. MR. SAMBA 
we) 的 多 代 抗 性 利 选 、 单 卵 块 传代 、 酯 酶 电泳 特性 分 析 等 ， 建 立 了 四 种 《三 种 酶 型 ) 的 有 机 
磷 抗 性 品系 。 在 对 B 酯 酶 基因 扩 增 区 保守 片段 PCR 扩 增 的 基础 上 ， 采 用 限制 性 酶 切片 段 分 析 
方法 ， 对 四 种 抗 性 品系 进行 烤 梅 等 位 基因 分 型 。 同 时 ， 根 据 基 因 分 型 标志 和 杉 眩 电泳 ， 对 自 
然 种 群 中 不 同 酶 型 的 频率 分 布 进行 分 析 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 

ABH: MAB (95%), BABE (95%) 和 双 硫 磷 《94%})， 来 自 浙江 省 农业 科学 院 
农药 室 ， 毒 死 蝗 (90% )， 来 自 浙 江 农 业 大 学 农药 室 。 

E: MR B- B B, 品系 蚊 DNA 由 法 国 Montpellier IL KÆ K] Michel Raymond 博士 
提供 。4 种 有 机 磷 抗 性 品系 为 本 养 虫 室 经 过 多 代 单 卵 块 传代 并 抗 性 筛选 的 品系 ， 通 过 对 来 自 
SORRY 4 龄 幼虫 进行 酯 酶 电 访 测定 ， 合 并 饲养 相同 酶 型 的 幼虫 ， 并 如 此 传代 ， 直 至 进行 酯 
酶 基因 PCR 分 型 。 

自然 种 群 的 蚊虫 采 自 杭州 和 金华 两 地 郊区 的 人 擎 生地 的 卵 块 。 采 集 的 卵 块 于 养 虫 室内 饲养 
至 4 龄 幼虫 时 ， 每 个 种 群 中 随机 挑 取 40—60 头 幼 忠 分 别 进行 酯 酶 电泳 后 统计 不 同 泳 动 率 的 酶 
型 概率 。 同 时 对 金华 地 区 种 群 的 其 余 幼虫 分 别 进行 4 种 有 机 磷 杀 虫 剂 的 抗 性 品系 筛选 ， 筛 选 
的 剂量 为 60% 一 70% 致 死 剂量 。 在 逐 代 得 选中， 测定 每 代 各 抗 性 品系 的 酶 型 概率 ， 直 至 第 $ 
代 每 种 抗 性 品系 的 酶 型 趋向 一 致 。 








1.2 方法 

柄 酶 电泳 ; 按 徐 建 农 等 :14 方法 制备 娶 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 瀛 ， 胶 浓度 为 7.5% 。 单 个 幼虫 用 
10 uL 59238 (0.063 mol/L Tris-HCl. 0.596 Triton，10% 甘 油 和 适量 省 酚 兰 ) 593. MH 
等 量 混合 a- 和 9 RAMBLE. 

DNA 提取 : 用 了 酚 / 氯 仿 抽 提 法 :351 从 单个 4 龄 幼虫 中 提取 基因 组 DNA. 

PCR 分 型 :根据 酯 酶 B 和 Ai 基因 序列 [1 分 别 设计 引物 (SGAGAAGCTTCTGACGGACOCAG 
3' 和 5' ACATTGOGTOOCACTATGTC 3’) 5 C5' OCTTOGOCAACTTCTCAAQCCC 3’ 和 5’ 
ACTTCATTOGTTCCTGCTOCG 30. PCR 反应 体积 为 50 uL. DIR A 25 mmol/L Tris 
C(pH6.8). 25 mmol/L CNH42,SO,; 1 mmol/L MgCb. 0.0196 RH HZ. 4 种 dNTP 各 0.15 
mmol/L. 51992 0.2 umol/L. 1U Taq DNA 聚合 酶 ， 单 个 蚊 DNA 2 pL GE DNA 总 量 的 
2/500. 94°C EVE 2 min 后 ， 按 如 下 条 件 在 热 循 环 仪 CPerkin Elmers 45), 480 型 ) 作 30 次 循 
环 ; 94T 30s. 50T 30s 72C 30 s。 扩 增 片段 约 为 900 bpe 

扩 增 片段 酶 切 : 用 Rsa 工 酶 酶 切 。 酶 切 反 应 体积 为 1$ uL Rsa I BS 0.2 pL (2U/nL》、 
10x 反 应 缓冲 液 〈Promega kit) 1.5 pL. PHPH 13 pL)。 反 应 液 在 37C 下 温 育 1.5 h。 然 
后 进行 2% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 。 


2 结果 


2.1 酯 酶 等 位 基因 的 PCR 分 型 标志 

实验 室内 的 4 种 有 机 磷 抗 性 品系 在 每 代 保 持 70% 一 80% 致死 剂量 的 相应 杀 虫 剂 压力 下 ， 
进行 单 卵 块 传代 ， 并 通过 酯 酶 电 沪 分析， 确定 出 相应 于 4 种 有 机 磷 的 三 种 酶 型 。 这 三 种 酶 型 
ZONE RR A IS ER A Be oi. FPS pve dh A DNA 的 酶 切片 段 比 较 分 析 ， 分 别 确 
EN B 和 BS 纯 合 型 及 B/B RAH CAD, A PRB AAR B 29. KARAS 
PABA m AA MERE B, AY, BABES m RP RABE B/B 杂 合 型 存在 。 
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图 1 不 同 品系 库 蚊 酯 酶 B 基 因 (A) 和 酯 酶 A 基因 (B) 的 PCR 扩 增 产物 的 酶 切片 段 电 泳 图 谱 
Fig.1  Electrophoretogram of PCR products from esterase B genes (A) and 
esterase A genes (B) in each resistant strain 
图 A 中 ，1= Marker, 2-2 Bj, 3- B, 4-B,, 5- Hirt nn f (malathion), 6 双 硫 磷 品 系 (temephos), 
7- 838i K (chlorpyrifos), 8= MA Hi A (trichlorphon) ; 
AIBA, 1-A,, 2-A, 3-A,, 4= SHER A (malathion), 5= 双 硫 磷 品 系 (temephos), 
6 = ICM ah (chlorpyrifos), 7= MAHA A (trichlorphon) 


2.2 自然 种 群 中 酯 酶 类 群 的 概率 
现场 采集 的 当代 4 龄 幼虫 酯 酶 电泳 结合 上 述 PCR 分 型 标志 分 析 ， 表 明 杭 州 和 金华 两 地 种 
群 的 酯 酶 等 位 基因 类 型 的 频率 分 布 有 所 不 同 ( 表 1)。 杭 州 地 区 和 金华 地 区 的 种 群 中 酯 酶 B, 
型 类 群 都 占 主要 优势 ， 但 杭州 地 区 种 群 频 率 相 对 较 低 的 是 B/B 杂 合 型 类 ， 人 金华 地 区 的 种 群 
中 酯 酶 B, 型 类 群 的 频率 较 低 。 两 地 种 群 中 抗 性 酯 酶 类 群 概率 总 和 大 于 种 群 中 敏感 类 群 的 概率 。 
Rl 自然 种 群 中 不 同 抗 性 酯 酶 类 群 的 频率 (% ) 分 布 ” 
2.3 有 机 磷 杀 虫 剂 对 酯 酶 类 群 的 选择 作用 Table 1 Percentage (%) of each esterase phenotype 


从 表 1 的 数据 来 看 ， 金 华 地 区 种 群 中 in the natural population 
敏感 类 群 还 占有 一 定 的 比例 。 但 经 过 一 代 酶 型 种 群 Population 
的 有 机 磷 杀 虫 剂 筛选 后 ， 无 论 是 那 一 种 杀 Esterase phenotype 杭州 Hangzhou 金华 Jinhua — 
虫 剂 的 作用 ， 种 群 中 的 敏感 类 群 全 部 被 淘 Bi 39.43 — 35.54 
汰 ， 只 剩 下 抗 性 酯 酶 类 群 (3€ 2)。 同 时 ， B; 12.15 10.86 
种 群 中 的 各 种 酯 酶 等 位 基因 类 群 比率 发 生 B/ B; 7.88 20.17 
了 变化 。 在 筛选 后 的 第 2 代 中 ， 种 群 中 的 敏感 (S) 40.54 33.43 


抗 双 硫 磷 品 系 中 酯 酶 B, 型 类 群 比率 明显 升 x 杭州 种 群 测定 120 头 蚊虫 ， 金 华 种 群 测定 115 头 蚊虫 

高 ， 酯 酶 B, 型 类 群 完 全 消 失 ， 酯 酶 Bi /B i ine oe in the Hangzhou al and 115 individu- 
` als in the Jinhua population were measur 

Au WAH BREE, A B, BAR 
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的 比率 差异 明显 拉 开 ; FEMA RAS AP, BARB, AURAL, Bees B 型 
TERES B/B 杂 合 型 类 群 的 比率 则 相对 降低 : 抗 马 拉 硫 磷 品 系 中 酯 酶 B, 型 类 群 也 完全 消失 ， 
H B WANI B/B 杂 合 型 类 群 的 比率 都 有 显著 提高 。 


32 种 群 中 抗 性 酯 酶 对 不 同 有 机 磷 杀 虫 剂 的 选择 优势 (金华 ) 
Table 2 Selective advantage of each esterase phenotype in the Jinhua population to different OP insecticides 








世代 双 硫 磷 Temephos 马 拉 硫 磷 Malathion 
Generation Bi E; Bi/B; S B B; B;/BE; S 
1* 35.54 10.86 20.17 33.43 35.54 10.86 20.17 33.43 
2 79.12 0 20.88 0 57.82 0 42.18 0 
3 92.54 0 7.46 0 64.47 0 35.53 0 
4 100 0 0 0 78.25 0 21.75 0 
5 79.36 0 20.64 0 
世代 BAE Trichlorphon = SEH Chlorpyrifos 
Generation Bi E; B;/B; S Bi E; B,/B, S 
1 35.54 10.86 20.17 33.43 35.54 10.86 20.17 33.43 
2 31.24 43.16 25.60 0 25.33 47.55 27.12 0 
3 10.55 72.02 17.43 0 5.27 90.18 4.55 0 
4 0 93.58 6.42 0 0 100 0 0 
5 0 100 0 0 


* 两 世代 间 各 酶 型 频率 有 显著 性 差异 〈z 检验 ，P<0.05); 各 品系 的 第 1 一 2 代 测 定 85 头 ， 第 3 一 4 代 测定 70 头 ， 第 5 
代 测 定 65 头 

* Difference of frequencies of esterase types between each two generations is significant (z test) P<0. 05); For each strain; 
85 individuals in 1st and 2nd generations, 70 individuals in 3rd and 4th generations: and 65 individuals in 5th generation were mea- 


sured 


随 着 以 后 各 代 相 应 有 机 磷 的 继续 筛选 ， 两 地 种 群 中 各 抗 性 品系 的 酯 酶 等 位 基因 类 群 逐渐 
趋向 单一 ， 抗 双 硫 磷 品 系 在 第 4 代 已 全 部 表现 为 酯 酶 D, 型 类 群 ， 抗 敌 百 虫 品系 在 第 5 代 及 抗 
SI ATED 4 代 都 表现 为 酯 酶 p, 型 类 群 ， 抗 马 拉 硫 磷 品 系 则 在 第 5 代 时 酯 酶 p, 型 和 本 
酶 B/B 杂 合 型 类 群 都 存在 ， 但 前 者 明显 大 于 后 者 。 有 机 磷 对 自然 种 群 的 最 后 筛选 结果 与 实 
验 室 单 卵 块 传代 的 相应 抗 性 品系 的 酮 酶 等 位 基因 类 型 是 比较 一 致 的 。 

3 Wit 

EANES, HSM A YS BMRB Pee, AEE UBBERISM Air BIO 
有 机 磷 而 起 到 解毒 作用 ， 成 为 库 蚊 产生 抗 药性 的 主要 机 制 之 一 。 不 同 的 有 机 磷 杀 虫 剂 在 其 化 
学 结构 上 存在 一 定 的 差异 。 近 年 来 的 研究 表明 ， 不 同 的 有 机 磷 杀 虫 剂 可 能 诱导 不 同 的 酯 酶 扩 
增 ， 即 不 同 的 酯 酶 等 位 基因 对 不 同 的 有 机 磷 杀 忠 剂 具有 不 同 的 选择 优势 。Villani & Heming- 
way (1987) 和 Bonning 等 《1991》 的 研究 结果 表明 ， 在 意大利 使 用 毒 死 蝗 时 库 蚁 种 群 中 栈 酶 
A, 的 类 群 比率 升 高 ， 而 换 用 双 硫 磷 后 ， 柄 酶 B, 的 活性 升 高 ， 取 代 栈 酶 B 类 群 而 成 为 主要 的 
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HEEN], Hemingway & (1990) 用 6 PA BL RRA BHM LGR GE BR. B, 类 群 占 优 势 
的 致 倦 库 蚊 种 群 进行 筛选 ， 结 果 酯 酶 类 群 比率 发 生 了 很 大 的 变化 [11。 徐 建 农 等 (1904) WR 
国 佛 山 的 致 倦 库 蚊 也 进行 了 了 两 种 有 机 磷 杀 上 虫 剂 的 选 育 ， 发 现在 马 拉 硫 磷 较 低 剂量 的 选择 下 ， 
HE Bl B/B 和 B/B 类 群 比率 都 有 所 升 高 ， 其 中 B 和 B/B 类 群 较为 明显 ; 但 在 高 剂量 
KEST. NAER B 类 群 存 活 下 来 [144。 本 文中 的 结果 却 有 所 不 同 ， 实 验 室 的 抗 马 拉 硫 磷 
品系 仅 发 现 为 酯 酶 B/B 杂 合 型 类 群 ， 而 对 现场 种 群 的 筛选 数 代 后 却 是 B 和 B/B 两 种 类 群 
都 存在 。 估 计 实 验 抗 性 品系 中 未 有 Bi 类 群 是 可 能 在 进行 单 卵 块 传代 中 朴 漏 所 致 ， 现场 种 群 的 
筛选 结果 还 有 B/B 杂 合 型 类 群 存 在 ， 这 与 徐 建 农 等 〈1994) 高 剂量 筛选 结果 有 一 定 差异 ， 
推测 可 能 与 筛选 中 使 用 的 剂量 不 同 有 关 ， 这 有 待 于 进一步 研究 。 我 们 的 实验 抗 性 品系 和 现场 
蚊虫 的 有 机 磷 筛 选 研究 结果 也 同样 表明 ， 在 抗 性 库 蚊 中 ， 不 同 的 酯 酶 等 位 基因 类 群 对 不 同 的 
有 机 磷 有 不 同 的 选择 响应 性 。 

以 前 对 库 蚁 抗 性 酯 酶 等 位 基因 分 型 的 方法 通常 是 采取 探 针 杂 交 法 [1 四 和 限制 性 酶 切 长 度 
ZE (RFLP 分 析 法 [47101。 前 者 是 用 同位 素 标记 标准 的 酯 酶 B cDNA 探 针 ， 与 样本 基因 
组 进行 杂交 ， 或 是 标记 样本 基因 组 中 酯 酶 基因 的 保守 性 PCR 片段 ， 再 与 标准 的 栈 酶 基因 进行 
杂交 ; 后 者 则 是 对 样品 的 基因 组 进行 酶 切 ， 并 根据 酶 切片 段 多 态 性 进行 分 型 。 探 针 杂 交 法 精 
确 性 较 高 ， 但 因 涉 及 到 制备 探 针 ， 比 较 烦琐 ，RFLP 法 虽然 较 简 便 ， 但 因 不 同 长 度 的 酶 切片 
段 较 多 ， 酶 切片 段 的 电泳 图 谱 直 观 性 不 强 ， 并 且 由 于 单 蚁 基因 组 DNA 较 微量 ， 存 在 重复 性 
不 够 问题 。 本 文中 所 采用 的 酯 酶 基因 保守 片段 PCR 扩 增 方法 ， 解 决 了 单个 蚊虫 基因 组 微量 的 
问题 ， 并 且 酶 切片 段 较 为 简单 ， 作 为 分 型 标志 直观 性 较 强 ， 由 此 结合 蚊虫 个 体 的 酯 酶 电泳 图 
谱 分 析 ， 可 进行 自然 群体 中 蚊虫 醋 酶 类 群 的 测定 。 

徐 建 农 等 (1994) 测定 广东 佛山 市 的 现场 致 倦 库 蚊 种 群 ， 发 现存 在 酯 酶 BS. Bo Ba. 
B,/B,. B/B B/B, 等 纯 合 或 杂 合 型 类 群 :M1， 乔 传令 等 (1996) JIEREN C. pipiens 
品系 为 B 型 [101。 根 据 前 人 及 我 们 的 研究 ， 表 明 我 国库 蚊 中 ， 抗 性 酯 酶 等 位 基因 类 群 是 比较 
丰富 的 ， 人 至 目前 为 止 ， 人 至 少 存在 5 种 纯 合 型 类 群 以 及 数 种 杂 合 型 类 群 。 杭 州 和 金华 两 地 长 期 
使 用 化 学 农药 灭 蚁 ， 星 年 使 用 敌 百 虫 ， 至 80 年 代 初 开始 使 用 马 拉 硫 磷 和 政敌 旦 ， 在 SO 年 代 
RE 90 年 代 初 使 用 的 有 机 磷 包 括 双 硫 磷 、 倍 和 硫 磷 及 杀 晶 松 等 ， 近 期 在 杭州 地 区 还 有 使 用 马 拉 
硫 磷 的 现象 。 根 据 两 地 的 使 用 有 机 磷 杀 忠 剂 的 历史 及 现状 来 看 ， 早 期 马 拉 硫 磷 和 敌 百 忠 的 使 
Fixes T BEBE B, 和 B, 类 群 的 存在 ， 以 后 不 同 有 机 磷 杀 上 忠 剂 的 使 用 将 这 两 种 酶 型 类 群 维持 在 
一 定 频 率 ， 并 且 这 种 频率 可 能 会 随 着 不 同 有 机 磷 杀 忠 剂 的 轮换 使 用 而 发 生变 化 。 对 两 地 种 群 
中 出 现 的 B/B 杂 合 型 类 群 ， 其 起 源 以 及 以 后 的 遗传 趋势 现在 还 不 清楚 ， 值 得 进一步 研究 。 
总 之 ， 加 强 蚊 虫 抗 性 酮 酶 类 群 的 监测 ， 根 据 不 同时 期 的 各 类 群 频率 ， 采 用 相应 的 杀 虫 剂 ， 这 
对 提高 灭 蚊 防 病 的 效果 是 必要 的 。 
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PCR IDENTIFICATION AND PROBABILITY OF AMPLIFIED 
ESTERASE GENES IN CULEX PIPIENS PALLENS 
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Abstract Organophosphate insecticide (OP) resistance in mosquitoes of Culex pipiens complex has 
been shown to be correlated with the increase in esterase activity resulting from overproduction of the es- 
terase due to amplification of the corresponding structural gene. Several esterase B loci have been identified 
with Southem hybridization and restriction fragment length polymorphism (RFLP). In this paper: esterase 


B loci in four OP-resistant strains of Culex pipiens pallens were identified with the restriction analysis of 
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PCR fragments. The results indicate that various esterase loci have different selective advantages under dif- 
ferent OP pressures. P4 gene was amplified in temephos-resistant strain». and B, gene was amplified in 
trichlorphon and chlorpyrifos-resistant strains. The hybridzygote of B4 and B; genes was detected in the 
malathion-resistant strain. Different natural populations of C. pipiens pallens have different probability of 
B gene distribution. These results are discussed in relation to the selective advantage of esterase genes to OP 


pressure and mosquito control strategies. 


Key words organophosphate, resistance, Culex pipiens pallens, esterase gene: PCR identification 


